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5. Riparazione del DNA 



Alterazione delle basi 
Punti reattivi sul DNA 
Danni spontanei 
Deamminazione 
Errori replicazione 
Mutazioni 
Siti AP 

DNA glicosilasi 
Danni indotti 
Agenti alchilanti 
Crosslink 
Addotti grossolani 



Intercalanti 
Radiazioni UV 
Dimeri pinmidine 
Radiazioni ionizzanti 
Meccanismi dì riparazione 
Fotoriattivazione 
Escissione basi danneggiate 
Metiltransferasi 
AP endonucleasi 
MutL.MutS 
Metilazione e riparazione 
Riparazione post-replicativa 
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Legame glicosidico (freccia azzurra) 

Legame fosfodiesterico (freccia azzurra piccola) 

dRibosio 

Gruppi azoto, metile, amminico su basi 
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Alterazione delle basi 

alchilazione 

\ 




ossidazione / 9 

'N^deamminazione 



HC 




M 



t 

alchilazione 
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di reazione: ossidazione, alchilazione e deamminazione 
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Errori di replicazione: mismatch, inserzioni e delezioni 

UV: dimeri di pirimidine 

Radicali liberi, altro: rotture a doppio filamento 

Gruppi alchilanti: metilazione basi 

Tossine, inquinanti: intercalanti, addotti rossolani 
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Tipi di danni 




Danni spontanei 

- Depurinazione 

- Deamminazione 

- Errori di replicazione 



• Danni indotti 

- Fisici 

• Radiazioni 

- Chimici 

• Agenti alchilanti 

• Crosslink 

• Addotti grossolani 

• Intercalanti 
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Modalità: spontanei o indotti 
Indotti, fisici o chimici 
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Tipi di danni 




Danni spontanei 

- Depurinazione 

- Deamminazione 

- Errori di replicazione 
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Danni spontanei avvengono, appunto, spontaneamente 

Depurinazione e deamminazione dovute a temperatura fisiologica, pH cellulare, 
ambiente cellulare "attivo" chimicamente 
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Depurinazione, perdita purina. Rottura legame glicosidico, struttura fosfodiesterica 
catena DNA integra ma con sito apurinico 

Deamminazione: a carico della citosina. Gruppo amminico rimosso, formazione di 
uracile 



Depurinazione 

tdenina 




H N H 



N depurinazione Q 



sito apurinico 



ci 



N N 



distorsione 

del' 



rsione / 

dica 
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Formazione sito AP provoca formazione distorsione nella doppia elica 



Depurinazione 




La depurinazione richiede la sostituzione della base 


Natura della mutazione 

Adenina / N "]| N 

\y|-"^|y|^ Depurinazione 

■ 0 ^ 0 

\ ) 


Conseguenze 

Manca 
la purina 

M 

Corretta per 
inserzione 
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Depurinazione, perdita di una purina. Doppia elica rimane integra, formazione sito AP 
(apurinico) 
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Deamminazione C in U, provoca mutazione, appaiamento U=G 
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Deamminazione 



ti' 



La deamminazione è invertita sostituendo U con C 



Natura delia mutazione 
Citosina Uracile 

O 

Deamminazione 

1 





Conseguenze 

U G sostituisce 
CG 



€ 

U G 



3 



O 

Corretta 
rimuovendo U 
e sostituendolo 
con C 
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Deamminazione citosina: si forma uracile 

Se non riparata, mutazione da C=G ad U=A e quindi T=A 

Ragione assenza U in DNA. Se ci fosse, la cellula non sarebbe in grado di discriminare 

fra U corretto (appaiato ad A) e U derivante da deamminazione C 

Per questa ragione, nel DNA, "U" viene metilato, e trasformato in Metil-U, ossia 

Timina 



Deamminazione 




< A> Deamir\a*ione 
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Deamminazione anche a carico A, che si trasforma in base anomala, ipoxantina 



Conseguenze 



ti* 



in 



itti: 
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Se non riparato, C deamminata provoca mutazione puntiforme 
Depurinazione A invece, provoca delezione di una base 



Errori di replicazione 



Gli errori di replicazione introducono coppie 
di basi male appaiate 



Natura della mutazione 
Citosina Adenina 



^ N ^ Errori di 



H H 
N 




Conseguenze 

La coppia di 
purine distorce 
il duplex 




Corretta 
rimuovendo A o 
G nel filamento 
di nuova sintesi 
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Possibili anche errori di replicazione 
Esempio appaiamenti A=C 

Se appaiamento fra purine, ingombro distorce doppia elica 




I V 
H 

Rara forma enolka 
della guamna (G*ì 
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Errori incorporazione nucleotide dovuto a tautomeria 
Forma enolica di T o di G, o forma iminica di A e C 
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Questo tipo di errore abbasanza raro, ed immediatamente corretto da DNA 
polimerasi con attività 3'-5' proofreading (correzione bozze) 
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a) transizioni: fra purine o fra pirimidine 

b) Transversioni: scambio purina pirimidina 




Rimozione uracile dal DNA 

Glicosilasi rimuove base U, formando sito AP 
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Riparazione: intervento glicosilasi. 
Dopo rimozione uracile, si forma sito AP. 
Interviene sistema riparazione siti AP. 

Rottura legame fosfodiesterico, distacco della base errata o modificata 
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Interviene sistema endo AP che forma 3'OH (innesco per polimerasi) e taglia legame 
in 5' del dRibosio senza base 



21 



1: DNA glicosilasi 




pj Cpj l CpJ (p; Cp; (p J Cp) Cp; Cp 
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DNA 
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Primo passaggio: glicosilasi, rimozione base danneggiata. 
Secondo passaggio: taglio a monte e a valle del sito AP. 

Stesso meccanismo usato quando si ha depurinazione, che provoca direttamente 
formazione sito AP 



2: AP endonucleasi 

ii i i i i 'è i i i ii i 

o 000000.0000000 

wioniJcU>dsiAP^(2) 



(EX 



j^i^^^^m 00000^ 



ti* 
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Primo passaggio: glicosilasi, rimozione base danneggiata. 
Secondo passaggio: taglio a monte e a valle del sito AP. 

Stesso meccanismo usato quando si ha depurinazione, che provoca direttamente 
formazione sito AP 



3: Sintesi DNA 




<Jnr»\Mrt>nMi> fcrd.rfo » 



Nuovo frammento 
> t di DNA C Interruzione 



ri© 

0 . CO 0 O 0O|0pj0^0 0 0 
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Primo passaggio: glicosilasi, rimozione base danneggiata. 
Secondo passaggio: taglio a monte e a valle del sito AP. 

Stesso meccanismo usato quando si ha depurinazione, che provoca direttamente 
formazione sito AP 



Tipi di danni 



Danni indotti 

- Fisici 

• Radiazioni 

- Chimici 

• Agenti alchilanti 

• Crosslink 

• Addotti grossolani 

• Intercalanti 
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Danni indotti: di tipo fisico e di tipo chimico 
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Fisici: UV, formazione dimeri di pirimidine (anello ciclobutanico fra T adiacenti) 
Chimici: alchilazione, o formazione di addotti grossolani 




E 01 llOlOGtAMOltCOUmC Ct 
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Fisici: radiazioni UV 

DNA sensibile agli UV. Basi "rispondono" a raggi UV, fra i 260 280 si ha picco 
assorbimento radiazioni per DNA (lunghezza d'onda usata per quantificare il DNA, 
proprio misurando l'assorbanza) 
Formazione anello a 4 C, ciclo-butanico 
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Anello si forma fra T adiacenti, ossia presenti sullo stesso filamento 
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Anello si forma fra T adiacenti, ossia presenti sullo stesso filamento 
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Formazione dimero T provoca distorsione nella doppia elica, perchè non si formano 
più legami idrogeno e le due basi coinvolte vengono "avvicinate" dai legami covalenti 




Formazione dimero T provoca distorsione nella doppia elica, perchè non si formano 
più legami idrogeno e le due basi coinvolte vengono "avvicinate" dai legami covalenti 



Rimozione dimeri 




I dimeri di timina devono essere rimossi per escissione 



Natura della mutazione 



CH, ti Timina 
N 




Conseguenze 

Il dimero di 
timina distorce 
il duplex 




Corretta per 
escissione 



D Zlpeto • Biologia Molecolare 



Riparazione: correzione per escissione. 

Taglio in 5'P a valle e il 3'OH a monte. Innesco per Poi I 
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Esempio:taglio a monte e a valle, 10-30 residui 
Elicasi stacca frammento a singolo filamento 
DNA polimerasi sostituisce 
Ligasi salda i filamenti 



Fotoriattivazione 
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Alcuni batteri hanno enzima fotoliasi. 

Enzima si carica con energia solare, e spezza anello ciclobutanico riparando 
direttamente le basi 



Alchilazione 




La metilazione può distoreere la struttura del DNA 



Natura della mutazione 
Guanina Metil-guanina 

CH, 

O 




N NH 



Conseguenze 
Il gruppo 
metilico distorce 
la doppia elica 

4>rwl 




Corretto per 
dealchilazione 
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Alchilazione: gruppi chimici reattivi, ad esempio metilico 

Legame CH3 modifica gruppi donatori/accettori per formare legami idrogeno. 

Distorce doppia elica 
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Alchilazione guanina. Si forma 06 metilguanina. Anche in questo caso, distorsione 
doppia elica 



Metiltransferasi 



metiltransferasi 

Vtt \ , iftf TTTF 
Jl „ I -0.. ' JJL 
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Riparazione con metil-transferasi 

Il gruppo metile viene "catturato" da cisteina dell'enzima, e rimosso dalla guanina 
Enzima "suicida", perchè dopo legame al metile, non può essere più utilizzato e viene 
degradato 
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ra 



mostra traserimento CH3 su cisterna, trasformandola in metilcisteina 



Riparazione di 0 6 -metilguanina 

Cya— SII Cy»— S— CH, 

( ^ >CH « active inactive 9 

H 2 N ^-n^N H 2 N "Sl^/ 

R R 

O^-Mcthylguaninc nucleotidc Guanine nuclcotick» 
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Stesso meccanismo per 06-metilguanina 




Altri agenti mutageni: bromouracile, sostituisce T, ma si appaia con G 
Intercalanti: etidio, proflavina, arancio di acridina 




Addotti grossolani: ad esempio benzopirene (componente fumo sigaretta) 

In questo caso, legame di gruppo chimico complesso alle basi, con conseguente 

distorsione e danno alle basi 



Benzopirene 



ti* 
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Benzopirene legato a base all'interno DNA. Notare distorsione. 



Riparazione per escissione 




La riparazione per escissione sostituisce 
il DNA danneggiato 



Il DNA è danneggiato 



Il DNA è rimosso 



Viene sintetizzato il DNA sostitutivo 
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La tvMo mutante è mi 
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La le** tatti Mr«* 
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Riparazione basi modificate: sempre meccanismo di escissione 

Distorsione riconosciuta: taglio a monte per formare estremità 3', e a valle danno, 

legame 5' 

Rimozione singola elica contenente base modificata da parte di elicasi 
Polimerasi sintetizza DNA 
Ligasi salda il nick 



Riparazione per escissione 



La riparazione per escissione sostituisce 
il DNA danneggiato 



Il DNA è danneggiato 



Il DNA è rimosso 



Viene sintetizzato il DNA sostitutivo 
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Riparazione escissione basi (ad es glicosilasi) forma sito AP. Rimozione zucchero AP, 
neosintesi 

Riparazione escissione nucletodi: rimozione tratto di ssDNA, sostituzione via 
neosintesi 



Riparazione per escissione 



ti* 
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Riparazione escissione basi (ad es glicosilasi) forma sito AP. Rimozione zucchero AP, 
neosintesi 

Riparazione escissione nucletodi: rimozione tratto di ssDNA, sostituzione via 
neosintesi 
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Ogni volta che appaiamento scorretto provoca distorsione elica, questa riconosciuta 
da complesso MutL, che "pattuglia il DNA 
Quando incontra distorsione, lega MutH e MutL 
MutH endonucleasi, provoca Nick 

Elicasi UvrD allontana elica interrotta, esonucleasi la degradano 
Mismatch riparato da DNA polimerasi e da ligasi 
(in E. coli) 
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Metilazione del DNA 




La (TM*»MkMM dUUMIM I IttafmoL di DMA 



Un erra» <* n 
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Quando mutazione dovuta ad inserimento nucleotide errato, e non corretto subito da 
DNA polimerasi, come possono i sistemi di riparazione riconoscere quale delle due 
eliche contiene nucleotide errato? 
Metilazione 

Elica parentale metilata su A. 

Assenza di metile su elica neosintetizzata segnale, quindi degradazione e riparazione 
A fine riparazione, metilasi Dam metila anche elica complementare neosintetizzata 



Metilazione di riconoscimento 



ti* 



MulSL si lega a basi mala appaiata au f Marnanti 
non mediati di DNA 



li dimero di MutS si lega a un appaiamento sbagliato 



Un dimero di MutL 
si tega a MutS 
GATC 

Y/\/\ / N>N/V/\/V^ 

4 MutH si umsce 

ai complesso a livello 
MutS trasloca a GATC deta sequenza GATC 



GATC 
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Metilazione indica a complesso MutL e MutS quale fra le due è l'elica neosintetizzata 
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Metilazione di riconoscimento 
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Schema riassuntivo 



MutH e Metilazione 




I I 

i ..ni I | I 
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Assenza di metilazione provoca legame di MutH su elica neosintetizzata, segnalando 
che è questo il filamento da interrompere con un nick 
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MutL e MutS 
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MutS, a livello distorsione, lega MutL 

Complesso si sposta su sito segnale metilato 

Filamento non metilato lega MutH 

Nick, degradazione, neosintesi e ligazione 

a, metile prima della distorsione, b dopo la distorsione 

In un caso e nell'altro interviene una diversa esonucleasi a degradare il filamento da 
riparare 




Molecole aromatiche, struttura "piatta", si intercalano fra le doppie coppie di basi 
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Intercalanti 




re 



H . H, H - 
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Intercalante usato in laboratorio, bromuro di etidio 
Si intercala fra le basi, molecola piatta 

Sensibile a UV, permette visualizzazione DNA sottoposto a separazione elettroforetica 
(vedere lezione DNA ricombinante) 



Scivolamento della replicazione 



MutS'MutL ripara tclvotamenU à*a r*pftc*zk>rM 
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— 
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L appaiamento sbagliato è nmotso 

da unendonucieasi. unetcas* una DNA 

polimerast e una fcgasi 
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Intercalanti, ma anche scivolamento replicazione, possono provocare delezione 
Ansa a fingolo filamento riconosciuta da sistema Mut... solito meccanismo 



Riparazione Oxo-G 



ti* 
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Riparazione oxo-guanina. 

Primo controllo, già visto, appaiamento scorretto ed escissione di basi 

Se non corretto, dopo replicazione, glicosilasi riconosce errore, e rimuove A "errata" 

permettendo sostituzione con C 
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Riparazione per escissione nucleotidica: 
UvrAB pattuglia DNA alla ricerca di distorsioni 

Quando trova distorsione, A si stacca, B piega e forma locale denaturazione a rid 
della lesione 

UvrC si aggiunge ad UvrB, incide 5' e 3' a ridosso lesione 
Singola elica rimossa, danno riparato da DNA polimerasi e ligasi 



Sistema Uvr 



ti* 



Il sistema Uvr rimuove materiato danneggiato 



Deformazione del DNA 



IMAUvrB 

/\/\X/\yv/\ 

Lj^rC UvrB 

/v?TA/\/\/\ 



UvrC UvrB 



/\/\/\ 



/ N /U,rO\/\/\\ 



Uvr A riconosce 
il danno e si lega 
a UvrB 

Uvr A viene 
rilasciato e 
si lega a UvrC 



UvrC incide il DNA 
su entrambi i lab 
del danno 



UvrD svelge la 
regione rilasciando 
il filamento 
danregg>a:o 
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i Molecolare 



Schema riassuntivo 
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Caso mutazione non ancora riparata. 
RNA polimerasi trascrizione 

Quando incontra lesione, si arresta, provoca reclutamento complesso di riparazione 

per escissione nucleotidica 

Quindi si distacca, permettendo riparazione 



Trascrizione e riparazione 
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Caso mutazione non ancora riparata. 
RNA polimerasi trascrizione 

Quando incontra lesione, si arresta, provoca reclutamento complesso di riparazione 

per escissione nucleotidica 

Quindi si distacca, permettendo riparazione 




Ogni base può ruotare facendo perno sui legami fosfodiesterici, e quindi protrudere 
all'esterno. 

Enzimi alla base della ricombinazione, della riparazione, ecc. Possono usare questo 
meccanismo per "controllare" gli appaiamenti corretti, o per cercare basi 
eventualmente danneggiate. 
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Si definisce crosslink un legame covalente che associa le due eliche 

Questo ne impedisce l'apertura, sia durante la trascrizione, sia durante la replicazione 
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crosslink quindi blocca sia la replicazione che la trascrizione 



Collasso forcella replicativa 



ti* 



Una forcella di replicazione collassa a livello 
di un danno al DNA 



La forcella di replicazione 
si biocca a favello del sito 
dannegg ato 



La forcella 
di replicazione 4 
tcna nd etro e collassa 



il danno è nparato 



L'elicasi npnstjna 

la forcella d» replicazione 
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Presenza danno e/o crosslink, provoca collasso forca replicativa 

Questo segnala presenza danno, che viene riparato, e quindi la sintesi può proseguire 



Riparazione post-replicativa 
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L'informazione mancante per la presenza del danno su un filamento, viene 
recuperata dall'elica complementare all'elica non danneggiata, che fa da stampo 




Il danno provoca rottura a doppio filamento 

Scambio fra elica la cui sintesi può proseguire, e elica danneggiata 

"presa" l'informazione da elica non danneggiata, filamento usato come stampo per 

sostituire filamento danneggiato 

Riparazione danno per "scambio" dei filamenti 



Meccanismi di tolleranza al danno 
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Il danno provoca rottura a doppio filamento 

Scambio fra elica la cui sintesi può proseguire, e elica danneggiata 

"presa" l'informazione da elica non danneggiata, filamento usato come stampo per 

sostituire filamento danneggiato 

Riparazione danno per "scambio" dei filamenti 
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Geni per la riparazione 
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Diversi geni umani codificano per enzimi di riparazione 

Mutazioni in questi geni, riducono efficienza sistemi di riparazione, aumentando 
rischio di tumori 



Test di Ames 




10* ci*Jm r#o.>:.i> ? t**vrv* 
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Test che viene utilizzato per valutare il potenziale mutageno di una sostanza 
Ceppo batterico con fenotipo difettivo per un metabolita, ad esempio mancanza 
sintesi di istidina 

Se la sostanza è mutagena, in pochissimi batteri si può avere una mutazione che 
provoca reversione del fenotipo 

Confronto con controllo e numero di colonie che revertono permette di valutare 
effetto mutageno della sostanza testata 




Figura 7 13 La risposta cellulare a (tanni al storte del ciclo cellulare e la replica/ «or* dei 

DNA attiva il cNectpotnt In risposta a danni DNA vengono miete (frecce barrate), rnenve si 

al DNA vengono attivati de» meccanismi di sor ha una stimolarono dei meccanismi di ripara* 

vegliarla genicamente controllati, chiamati xione e di r>comò*u/ione de* DNA ed.eventuil 

" chedipotnt" ene regolano diversi aspetti del mente. hndufione dei meccanismo d» morte 

metabolismo oHkAare Per esempio. la progm- cetUare programmata o apootow (trecce) 
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Ricapitolazione: sistemi di riparazione 
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Ricapitolazione: cause 



Danni spontanei 

- Depurinazione 

- Deamminazione 



Temperatura, pH 



Danni indotti 

- Fisici 

• Radiazioni 

- Chimici 

• Agenti alchilanti 

• Intercalanti 

• Addotti grossolani 

• Crosslink 



Raggi UV, altre radiazioni 



Tossine, radicali liberi, 
perossidi, composti chimici 
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Ricapitolazione: conseguenze 



Danni spontanei 

- Depurinazione 

- Deamminazione 



Siti AR deamminazione 



Danni indotti 

- Fisici 

• Radiazioni 

- Chimici 

• Agenti alchilanti 

• Addotti grossolani 

• Intercalanti 

• Crosslink 




Rotture, dimeri timine, ecc. 

Modificazione basi, ecc. 

Delezioni, inserzioni, ecc. 
Blocco trascrizione e 
replicazione 
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Ricapitolazione: riparazione 



Danni spontanei 

- Depurinazione 

- Deamminazione 



Glicosilasi, AP endo, AP eso 



Danni indotti 

- Fisici 

• Radiazioni 

- Chimici 

• Agenti alchilanti 

• Addotti grossolani 

• Intercalanti 

• Crossiink 



Escissione, fotoriattivazione 

Metiltransferasi, escissione, 
ecc. 

Riparazione post-replicativa 
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Domande... 




• Perché nel DNA è presente Timina invece 
che Uracile come nell'RNA? 



H 

Citosina 



H 

Uracile 



HN 



0 

H 

Timina 



CHo 
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Domande... 



Se i sistemi di correzione/riparazioni 
fossero PERFETTI, quali sarebbero le 
conseguenze? 
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